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i mirtroni sono processati da una pathway ibrida che si basa sulle attività di splicing e di DICER
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legame diretto e specifico di pre-miRNA all’Esportina-5 (Exp5)
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miRNA pathway overview
corso di biologia molecolare avanzata (1)
insights: microRNA biogenesis
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali - 
03/11/16
  
riconoscimento della struttura del pre-miRNA da  parte di DICER-1 in Drosophila
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importanza del 3’ overhang e della lunghezza dello stem
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importanza dei domini DEXD ed Helicasi di DmDICER-1
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affinità misurate e modello proposto (Drospophila)
corso di biologia molecolare avanzata (1)
insights: microRNA biogenesis
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali - 
03/11/16
  
miRNA pathway overview
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possibili meccanismi di inibizione della sintesi proteica
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let-7 miRNA inibisce l’inizio della traduzione, in maniera cap-dipendente
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let-7 inibisce la traduzione cap-dipendente nei primi 15 minuti dall’inizio della traduzione quando 
ancora il messaggero è stabile; l’aggiunta di eIF4F reverte la repressione miRNA dipendente
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inibizione in inizio di traduzione dovuta a un mancato riconoscimento del cap?
il dominio MC-Mid di Ago potrebbe 
contenere un m7G cap-binding 
motif, tuttavia…
…in hAgo2 le due fenilalanine sono 
su  facce opposte del dominio Mid
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eIF6 è un putativo inibitore dell’assemblaggio del complesso 80S
eiF6
hRISC copurifica insieme a MOV10 (Armitage) un repressore della traduzione 
e complessi ribosomali contenenti eIF6
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eIF6 media il silenziamento da miRNA in cellule umane
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possibili meccanismi di inibizione della sintesi proteica
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i microRNA inducono una rapida deadenilazione di mRNA target
…e quindi? destabilizzazione del mRNA o repressione della traduzione ?!
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capire quanto mRNA viene tradotto: ribosome profiling
Guo et al. (2010). Nature 466, 835--840
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miRNA umani destabilizzano il mRNA invece di influenzare l’efficienza di traduzione
Guo et al. (2010). Nature 466, 835--840
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cambiamenti uniformi di densità di lettura ribosomale e mRNA
Guo et al. (2010). Nature 466, 835--840
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possibili meccanismi di inibizione della sintesi proteica
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deadenilazione  e decapping sono processi che inducono mRNA decay
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P-bodies mRNA decay factories
gli mRNA destinati a decay si accumulano in foci citoplasmatici discreti chiamati P-bodies (processing bodies): 
complessi RNP caratterizzati dalla presenza di deadenilasi, enzimi di decapping ed esonucleasi
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localizzazione di Ago2/RISC in foci citoplasmaci (P-bodies) associati al mRNA decay
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localizzazione miRNA-dipendente di mRNA target nei P-bodies
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la proteina GW182 localizza nei P-bodies
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GW182 riunisce domini di legame ad Ago1 e di localizzazione al P-body ed è richiesta per 
mediare il decay miRNA dipendente
GW182
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esempi di reversibilità della inibizione mediata da miRNA
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P-bodies; mRNA purgatory
• foci RNP citoplasmatici dinamici associati al RNA decay
• coinvolti anche in processi di NMD (nonsense mediated 
decay)
• privi di fattori della traduzione, tranne eIF4E ed eIF4E-T
• preposti al recruitment di deadenilasi e fattori di decapping, 
nonché di esonucleasi quali XRN1 (5’ -> 3’ decay) o 
esosoma/SKI complex (3’ -> 5’ decay)
• associati a GW182 una proteina multidominio che riunisce in 
sè domini di legame ad Ago, al RNA, e ad altri fattori del P-
body
• mRNA target bloccati nella traduzione da miRNA sono 
localizzati e quindi degradati nei P-bodies. Fattori come Ago1 
e Ago2 colocalizzano nel P-body, associandosi a GW182
•ATTENZIONE! La formazione di P-bodies non è la causa del 
blocco della traduzione, ma piuttosto un suo effetto. Decay e 
blocco della sintesi proteica avvengono anche in assenza di 
P-bodies visibilmente evidenti.
• mRNA bloccati posso però stazionare nel P-body ed essere 
eventualmente ridiretti alla traduzione
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in particolri condizioni i miRNA possono promuovere la traduzione di un mRNA target
association of RISC with FXR1 under conditions of serum starvation induces protein synthesis
Vasudevan, et al. Science (2007) Vol. 318. pp. 1931 - 1934
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classes of small RNAs involved in PTGS  
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pseudogeni possono fungere da esca per miRNA: PTENP1
…per esempio nel controllare l’espressione dell’oncosoppressore PTEN
Vasudevan, et al. Science (2007) Vol. 318. pp. 1931 - 1934
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XRN-2 & SDN: miRNA assassins
Kai & Pasquinelli (2010). Nature Structural and Molecular Biology 17, 5-10
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali
corso di biologia molecolare avanzata (1)
insights: inibizione della traduzione
03/11/16
  
modificazioni che influenzano la stabilità dei miRNA
Kai & Pasquinelli (2010). Nature Structural and Molecular Biology 17, 5-10
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